Comparación de la estimación de la clorofila-a mediante los métodos espectrofotométrico y fluorométrico by Rivera R., Carlos et al.
Acta Biol6gica Colombiana, Vol. 1DNo. 2, 2005 95-104
COMPARACION DE LA ESTIMACION
DE LA ClOROFILA-a MEDIANTE lOS METODOS
ESPECTROFOTOMETRICO Y FLUOROMETRICO
Comparation of Spectrophotometric and Fluorometric
Measurements of Chlorophyli-a
CARLOS RIVERA R.', ANGELA ZAPATA A.', GABRIEL PINILLA',
JHON DONATO', BEATRIZ CHAPARRO', PAOLAJIMENEZ'.
, Departamento de Bio!ogfa, Unidad de Ecologta y Sistematica,
Pontificia Universidad javeriana, Bogota, Colombia.
2 Departamento de Biologra, Facultad de Ciencias,
Universidad Nacional de Colombia. Sede Bogota.
J Corporaci6n Aut6noma y Regional de Cundinamarca.
Presencado abril 29 de 2005, aceptado julio 21 de 2005, correcciones septiembre 6 de 2005.
RESUMEN
En cuatro ecosistemas acuaticos de montana del altiplano Cundiboyacense, Colom-
bia, se compararon mediante un anal isis de regresion los datos de c1orofila-a obteni-
dos a partir de los metodos espectroforomerrico (f6rmula tricromatica) y fluorometri-
co (rnerodo de Welschmeyer). EIanalisis demostro que el metodo especcroforometrico
sobreestim6 la concentraci6n de clorofila-c, pero se puede utilizar con precaucion en
ambientes de baja trofia. Se hal16 una ecuaci6n que permite relacionar las medidas de
c1orofila-a obtenidas con las dos metodologfas.
Palabras clave: Clorofila-e, espectrofotomerrta, fluoromema, humedales, ecosiste-
mas acuaticos de montana.
ABSTRACT
In four mountain aquatic ecosystems of altiplano Cundiboyacense, Colombia, we
compared through analysis regression data set of chlorophyll-a obtained with
spectoropho-tcmerric (tricrornaric formula) and fluorometric (Welschmeyer) methods.
The analysis showed that the spectrophotometric method overestimated the
chlorophyll-a concen-tration, but it could be used with precaution in the lower trophic
environments. An equation that relates the two chlorophyll-a measures was obceined.
Key words: Chlorophyll-a, spectrophotometry, fluorometry, wetlands, mountain
aquatic ecosystems.
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INTRODUCCl6N
La concentraci6n de dorofila-a se utiliza para estimar en forma indirecta la biomasa de
las comunidades fitoplanct6nicas, debido a que es el principal pigmento fotosinterico
presente en las algas (Gregory Marfalek, 2004). La c1orofila-a tambien es un indicador
del grade de contaminaci6n de los ecosisternas acuaticos y un importante Indice del
estado fisiol6gico del fitoplancton (Pinto et ot., 2001). Para estimar la c1orofila existen
diferentes metodos, procedimientos y modelos rnaternaticos, desarroJlados con el ob-
jete de minimizar los errores ocasionados por la presencia de otros pigmentos foro-
sinrecicos y de algunos compuestos qufmicos en el agua (APHA, 1998). Los rnetodos
cromatograficos modernos permiten la cuantificaci6n exacta de Ia dorofila y todos sus
derivados (HPLC); sin embargo, este tipo de recnologta es de limitado acceso en labo-
rarorios pequerios por sus altos costos, EI rnerodo espectroforometrico puede estar
fuertemente sesgado por el estado fisiol6gico de la dorofila, pero es muy utilizado de-
bido a que el equipo requerido se encuentra en cualquier laboratorio de analisis de
agua. Para cuantificar la clorofila, se reportan en [a literatura diferentes solventes
(acetona, metanol, etanol, entre orros) y procedimienros de extracci6n (maceraci6n,
sonicacion, calentarnienro y congelarnientc), adernas de la aplicacion de ecuaciones
(monodi- y rricromaricas) que utilizan distinras longitudes de onda (Banderas et al.,
1991; Perez et al., 2002; Ramirez y Alcaraz, 2002). Algunas revisiones detalladas ana-
lizan los inconvenientes que ofrecen estos procedimienros en la exactitud de la cuantifi-
caci6n de la c1orofila (Rowan, 1989). Dentro de los procedirnientos mas discutidos
que pretenden determiner con mayor exactitud la cuantificaci6n de dorofila-a, esra la
estimaci6n de sus derivados (feopigmentos) mediante la acidificaci6n de la muestra.
En la pracrica, este procedimiento conduce en muchas ocasiones, a la obtenci6n de va-
lares negativos de dorofiJa-a (Bi..ihrer, 1991). Las muestras que contienen sedimentos
pueden presentar una varied ad de pigmentos no identificados y derivados de la c10-
rofila, por 10que la acidificaci6n puede ser inadecuada (Rowan, 1989).
Tambien se ha cuestionado el uso de ecuaciones y procedimientos que no requieren
de acidificaci6n, como la formula tricromacica de Jeffrey y Humprey (APHA, 1998),
por no considerar los derivados de la c1orofila (feofitinas y feoforbidos). A pesar
de esto, se han empleado con algunas modificaciones en aguas donde los productos
de degradaci6n son bajos, como los lagos de montana con baja concentraci6n de nu-
trientes (Donaro, 2001; Felip y Catalan, 2000). EI metodo fluorometrico de
Welsch meyer (1994) es mas sensible y preciso en la cuantificaci6n de la c1orofila en
relaci6n con los metodos espectrofotometricos debido a que no se ve afectado por la
presencia de feopigmentos y c1orofila-b en la muestra. Sin embargo, este metodo
requiere un equipo que tampoco es comun en la mayor parte de los laboratorios de
analisis de agua. Dada la urgencia de caracterizar nuestros ecosistemas acuaticos
e interpretar funcionalmente algunas variables extensivas del fitoplancton, el objetivo
de este trabajo fue analizar y comparar los datos de c1orofila-a obtenidos con los meto-
dos espectrofotometrico (f6rmula tricromatica) y metodo fluorometrico (Welschmeyer,
1994) en rnuestras de agua provenientes de cuatro ecosistemas acuaticos de monta-
na de Colombia.
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Teniendo en cuenta 10 anterior y considerando la necesidad de seguir empleando los
proceqimientos especrrofotomerricos en Colombia, se plantearon las siguientes pre-
guntas: iLos valores de c1orofila-a obtenidos con el metodo especrroforomerrico con
ecuaci6n rricromarica representan adecuadamente los valores de dorofila en sistemas
acuaticos de montana? iEn que lfmites de valores de c1orofila y de nutrientes se puede
utilizar este rnerodo?
MATERIALES Y MErODOS
Las muestras se tomaron en ellago Guaravita, Colombia, (L. Guatavita), y en tres hume-
dales del altiplano Cundiboyacense, Colombia, (H. Llano Grande, H. Briceno y H. Si-
beria), durante campanas realizadas entre abril y agosto de 2003 (Tabla 1). EI lago de
Guatavita esta ubicado en el municipio de Sesquile, presenta un diarnetro de 400 rn,
una profundidad maxima de 30 m, es monomfctico, no riene afluentes ni efluentes su-
perficiales, y la cuenca hace parte de una pequefia reserva forestal.
EI H. Llano Grande esta consrituido por tres pequefios cuerpos de agua (acrualmente
protegidos por la CAR) inmersos en una rnatriz agricola en el municipio de Tenjo,
Colombia. Se caracterizan par no presentar macr6fitas en el espejo de agua. Dos de
ellos tienen un diamerro de 50 m y una profundidad maxima que oscila entre 2 y 3 m.
EItercero se caracteriza por ser muy somero (0,3-0,5 m). EI H. Briceno hace parte de
la zona de desborde del rio Bogota en el municipio de Briceno, Colombia, y es de pro-
piedad privada. Presenta una amplia variedad de macr6fitas y pequefios espejos de
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agua, su extension es aproximadamente de 14 ha. Este humedal exhibe una profun-
didad muy variable debido a que algunos sectores fueron construidos artificialmente.
EI H. Siberia se encuentra en la via Siberia-Facatativa, Colombia y hace parte de la
zona de desborde de un canal de aguas negras conectado con el rto Bogota; en su ma-
yor parte se encuentra colmatado y presenta una variada composicion de macroficas.
Este humedal recoge desechos industriales de la zona y se halla dentro de una cornple-
ja matriz de uso agricola y ganaderc, fragrnernada por carrereras. Para esre hurnedal,
las muestras se tomaron en sitios donde la columna de agua presenro una profun-
didad entre 0,3 y 1 m.
Se tomaron 200 rnuestras para analizar la clorofila-c, en 172 de las cuales se cuan-
cifico sirnultanearnente la concenrracion de fosforo reactive soluble (PRS), nitrogeno
total (NT) y amonio disuelto (NH.), mediante los rnetodos propuesto por APHA
(1998). EI agua de los humedales se recolecto subsuperficialmente en tres puntos
ubicados en la zona de aguas libres 0 pequerios espejos de agua entre las macrofitas.
En ellago Guatavita, las muestras se tomaron en cuatro profundidades del epilimnio
y una profundidad del hipolimnio en la zona central del lago. Para cuancificar la c10-
rofila-s (Cl.a) se tomaron muestras de 2 L de agua. Las muestras dellago Guatavita
se recogieron con una botella opaca horizontal, y las muestras de los humedales se
extrajeron con un muestreador manual con un cabo largo. Cad a muestra se almacen6
en un Frasco opaco y se transport6 refrigerada. Posteriormente, las muestras se
filtraron empleando una bomba de vado y filtros de fibra de vidrio Whatman GF/F
(O,7~m de poro). EIvolumen de filtraci6n oscilo entre 50 y 1.000 mLdependiendo de
la saturacion del filtro (Wetzel y Likens, 2000). Los filtros se maceraron con mortero
de rnano, y para la extraccion se utilize acetona al 90%. EI extracto se almacen6 en
oscuridad durante 18 h a 4 °C Yse centrifug6 a 2.000 rpm durante 20 min. La medi-
cion espectrofotomerrica de los extractos acet6nicos se realiz6 en un equipo HP
8453E Yse aplic61a ecuaci6n de Jeffrey y Humphrey (APHA, 1998). Posteriormente,
se realiz6 la medici6n fluorometrica con el metodo de Welschmeyer (1994) en un
equipo Turner Designs 10AU calibrado con soluciones estandar de Cl.a de espinaca
libre de c1orofila b (Sigma Ref C5753).
Para relacionar las concentraciones de Cl.a o~tenidas con los dos metodos, se ela-
boraron modelos de regresi6n lineal simple con diferentes grupos de datos utilizando
arbitrariamente la Cl.a medida espectrofotometricamente como una funci6n de la
Cl.a medida Auorometricamente. Debido a que las dos variables no presentan ecol6-
gicamente una relaci6n de dependencia, los modelos obtenidos se analizaron a partir
del coeficiente de correlaci6n (r) y no del coeficiente de determinaci6n. Tambien se
describi6 la desviaci6n estandar del modelo (DS) y la pendiente (m) obtenida en los
model os con el fin de explicar con mayor detalle la relaci6n de las variables. Este pro·
cedimiento se realiz6 siguiendo las recomendaciones generales para relacionar varia-
bles que no presentan una relaci6n de dependencia (Hakanson y Boulin, 2002;
Hakanson y Peters, 1995). Los datos presentaron una distribuci6n cercana a la dis-
tribuci6n de Poisson, par 10 que se utiliz6 la transformaci6n hiperb61ica (arcoseno H)
para normalizarlos (Legendre y Legendre, 2000). Para el anal isis se asume que el
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merodo flurornerrico estima con mayor exacritud la CI.a (Welsch meyer, 1994). Con el
fin de establecer en que condiciones de nutrienres (NT, PRS YNH4) los valores de Cl.a
estimados espectroforomecricamente son mas cercanos a los valores reales del medio
acuatico, se desarrollo el siguiente procedimiento: 1. Se realize un anal isis de
regresi6n entre los dos metodos (CI.O.,peetro.=b + m x Cl.ofiuorom)'2. Se calcularon los resi-
duales de la regresi6n. 3. Se graficaron los residuales de esta regresi6n contra ta
concentraci6n de nutrientes de la respect iva muestra. 4. Se establecieron la region
para cada variable qufmica como los lfrnires superior e inferior de la concentracion de
nutrienres, en la cual la estimaci6n de Cl.a es adecuada y donde los residuales son
siempre menores a dos os.
RESULTADOS
La C1.a presence un promedio de 30,1 mg m" con el metodo fluorometrico y 66,2 mg
m' con el merodo especcrofotomerrico. De las 200 muestras incluidas en el anal isis,
el 76% presentaron registros mas altos con el rnecodo espectroforornetrico. Los valo-
res obtenidos con el rnetodo fluorometrico oscilaron entre 0,6 y 845,1 mg m' y con
el metodo especrroforomerrico entre 0,9 y 4158,8 mg m" Los datos promedio de Cl.a
para cad a ecosistema se presentan en la tabla 1. AI establecer la diferencia entre los
datos hallados por espectrofotometrfa y fluoromema, se observaron promedios de la
diferencia mas bajos para el H. Llano Grande (1,8 mg m") y la L. Guaravita (2,6 mg
rn"), mientras que en los otros humedales el promedio de la diferencia fue superior
a 40 mg m". EI porcentaje de diferencia absoluta con respecto al mete-do fluoro-
metrico fue de 66% en H. Siberia, 36% en H. Briceno, 27% en L. Guatavita y 22% en
H. Llano Grande. AI calcular el porcentaje del numero de muestras cuya medici6n de
c1orofila por el metodo espectrofotornetrico presenta un valor mas alto (sobreesti-
maci6n) 0 mas bajo (subestirnacion) que el obtenido por el rnetodo fluoromerrico, se
encontr6 que en el 100% de los datos especcrofotometricos de H. Llano Grande 50-
brestimaron el valor de c1orofila. En L. Cuatavita y H. Briceno el porcentaje de sobre-
estimaci6n fue aproximadamente del 70%, mientras en H. Siberia el porcentaje de
sobreestimaci6n fue iguaJ al de subestimacion (50%).
Los modelos de regresion lineal simple (con excepcion del modele para H. Siberia),
presentaron relaciones significativas con r > 0,87 (Tabla 2). Los humedales Llano
Grande y Briceno presenraron el r mas alto y eJ valor mas bajo se obtuvo con 105 da-
tos de Guatavtta. EI modele desarrollado con todos los datos presento un r = 0,93
(Fig. 1). Cuando se excluyeron 105 datos de H. Siberia la correlacion del modele se
increment6 (r = 0,96) Y la relaci6n de las dos variables se describi6 mediante la
ecuaci6n:
arcoseno H (log" Cl.a""m •.) ~ 0.1338 + 0.9192 x arcoseno H (log" Cl.ao"=m.) (E.1)
La OS fue baja y no supero 0,1 en los modelos significativos. EIvalor mas bajo se pre-
sento en el grupo de datos de la L. Guatavita que no incluyeron las muestras del hipo-
limnio y en el modele pa'ra el H. Llano Grande. EIvalor mas alto se present6 en el mo-
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dele que incluy6 los datos de todos los ecosisremas. La m de los modelos significa-
rives oscilo entre 0,63 y 1,04. Una m > 1 solo se present6 en el H. Briceno (Tabla 2).
r-:: -----------T------~------;---------~,-------~-;_---;__~-~----,.-------------;--------------r~-.-.-.--- ..- ..-""""1
i Grupo de datos i Coeficienre de j Desviacicn ! Pendiente i n I
i incluidos ! correlacion (r) . esrandar (DS) . (m) . .
ILGua[avi~----·-·-·-··:-··~90O:------·--··:·-0~O·52·---····-···-10J-so·:--·--·r··--·1-·55~ooo-·····t
r--.-.~~_.- -..-..- - - - -.-r_ - _-_ - , _ ..-.-.-..- ..-.... . - - r' .- - --- -. . - ,-- - - - -.- ---1
i Guatavira sin hipolimnio i 0,870* 0,042 0,630* i 127,00~ __. _~
L-~T-·Siberi;-·--- 0,020 n.s.-~------+-O,2-67-·---- ------r=~~~~~~.~~=l----~-4·,OOO...__J
H. Briceno 0,980* 0,066 1,040* 14,000 i
~ -- - ..------ -- ..-.. . ~ - -.- -.-.- -- -. . t" - - ..- ··t- - - .
i H. Llano Grande 0,990* 0,045 0,940* 13,000'- _ _ _ _ ..,' , , c , _._ +.. ,,,.., c + c.c , _ + c.., ..,.c c., ,
L~~.~.~~..____ ..,.g.~.~.?.Q.* Q~.~~?.._.__ ._'.'_"~"_"0 ,..~?o * _ _.............2q!?.,ooq .
l...!.???.~_.~.~.~_.':::~.?..~?-:.~.~~__._. J !?~?.?..~.~_ _ _.." g.~g.~.?.._ _ ~ ~.~.?_~g: _ , ~.~~.~gg~.._...!
Tabla 2. Principales parametres obtenidos en modelos de regresi6n lineal simple realizados entre la
clorofila-e estimada mediante los metod os espectrofotometrico y Fluorometrico. *: significativo con
a c 0,001. n.s.: no significative con a > 0,05.
EI modele realizado para establecer en que concentraciones de nutrientes se cuan-
tifican con mayor exactitud los valores de Cl.a estimados espectrofotomerricarnente
present6 un r ~ 0,93 (n ~ 172; DS ~ 0,1; P < 0,0001). AI utilizar el procedimiento
grafico con los residuales del modelo y la concentraci6n de nutrientes (Fig. 2), se
establecio que la dispersion de los datos de Cl.a fue menor cuando el NH4 < 2000
urnol L" eI NT < 1400 arnol L' yel PRS < 2,6 prnol L'. Es decir, en ambientes como
la L. Guatavita y el H. Llano Grande, los residuales no superaron dos veces la DS del
modelo. Estas condiciones de nutrientes ocurrieron cuando la concentracion de Cl.a
fue general mente < 60 mg m' (este cricerio se cum pie en todos los casos para el H_










Figura 1. Corretaci6n entre los valores de c1orofila-a determinados por los metod os espectrofoto-
metrico y fluorometrico en cuatro ecosisrernas acuaticos de montana.
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Figura 2. Analisis grafico entre los residuales del modele arcoseno H (Iog'e Cl.a",.-"".) .. 0,1589 +
0,8789 x arcoseno H (log,o Cl.an"",,,,,,,)(r" 0,93; OS .. 0,1; n .. 172; P < 0,001), Yla concentraci6n de
numenres y clorofila-s. * Las Ifneas indican dos OS del modele. NH4: amonio disuelco; NT: nitr6geno
total; PRS: f6sforo reactive soluble; Cl.a: clorofila
DISCUSI6N
La sobreestimaci6n de los valores de Cl.a por el rnetodo espectroforornetrico ha sido
ampliamente documentada en la literatura (Rowan, 1989). Los valores de sobreesti-
maci6n por la aplicaci6n de la f6rmula cricromatica presentaron diferentes amplitudes,
segun la concentraci6n de nutrientes del ecosistema. Aun as I, no se puede descartar el
uso de este merodo debido a que en los sistemas que tuvieron baja concenrracion
de nurrientes, la sobreestimaci6n fue en promedio del 27%. Este valor es bajo si se
compara con valores > 100% descritos por Sartory (1985). Los modefos de regresi6n
mostraron una tendencia a tener coeficientes de correlaci6n altos y desviaciones
estandares bajas, especial mente en sistemas acuacicos con bajas concentraciones de
nutrientes, como es el caso del H. Llano Grande y de la L. Guatavita. El anal isis de los
modelos de regresi6n indic6 que la tendencia de los resultados especcrofotometriccs
(independientemente de la sobreestimaci6n) fue altamente coherente con los datos
obtenidos por el rnetodo fluoromerrico para el H. Llano Grande, la L. Guatavita y el
H. Briceno. En concordancia con estos resultados, el anal isis de los residuales del
modele y los valores de nutrientes senate que en el H. Llano Grande y la L. Cuatavita
la estimaci6n de Cl.a fue mas adecuada. En H. Briceno algunas de las muestras pre-
sentaron valores de c1orofila y nutrientes por encima del limite establecido mediante
el anal isis de los residuales, por 10 que fa cuantificaci6n por medio del metodo espec-
trofotometrico estuvo posiblemente sesgada en algunos casos.
Los H. Siberia y Briceno presentaron una alta mineralizaci6n, elevadas concentra-
ciones de nutrientes y bajas concentraciones de oxrgeno debido a la acumulaci6n de
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materia organica (inferido a partir de la concencracion de nutrientes y observaciones
de campo). En ambientes altamente enriquecidos y productivos como el de H. Sibe-
ria, la acumulacion y descornposicion de materia organics permite el aumento de
algunos pigmentos que pueden interferir can la cuantificacion de la C1.a. Los feofor-
bides y feofitinas son dos productos comunes de la degradaci6n de la Cl.a que, al
igual que los carotenoides, podrfan interferir fuertemente con su determinaci6n es·
pectroforometrica (APHA, 1998). Estos pigmentos no fueran cuantificados en este
trabajo, y por esta razon solo es posible esrablecer que existe un factor asociado a la
alta concentracion de nutrientes que inrerfiere con el metoda. Si bien otros com-
ponentes organicos e inorganicos pueden ser tam bien los causantes de inrerferir con
el metodo espectroforometrico, el estudio de los pigmentos degradados merece espe-
cial atencion en futuras investigaciones para establecer el papel de tales sustancias en
las determinaciones de la Cl.a.
En el caso de la L. Guatavita, la inclusion de los datos del hipolimnio en el modele in-
crementaron la OS debido a la mayor dispersion de los datos; no obstante, tarnbien se
incremento la correlaci6n entre los dos metod os porque la amplitud en la estimacion de
la variable aument6. Estos resultados sugieren que para L. Guatavita el merodo espec-
troforomerrico utilizado puede ser convenience para describir los patrones verticales de
distribucion de la Cl.a, a pesar de los valores mas sesgados hallados en el hipolimnio.
CONCLUSIONES
Los coeficientes de correlacion obtenidos demostraron que los dos merodos pre-
sentan una tendencia semejante can el tipo de muestras analizadas, y que el merodo
espectrofotornerrico puede utilizarse con precauci6n en ecosistemas acuaticos con
baja concentracion de nutrienres. La pendiente de los modelos indica que en estos
ecosistemas el rnercdo espectrofotornetrico sobreestima la clorofila con respecto al
metodo fluoromerrico. Sin embargo, este metodo es uti! para describir patrones espa-
ciales y temporales, ante la dificultad de utilizar en forma rutinaria rnetodologras mas
exactas pero costosas. EI rnetcdo espectrofotometrico puede utilizarse en sistemas
acuaticos con baja concentraci6n de nutrientes y can concentraciones de c1orofila~a
inferiores a 60 mg m·3.
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